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(57) Abstract 

Retrov ir al vectors contain dj-acting viral elements for the expression, 
encapsidation, reverse transcription and integration of the retroviral genome 
nucleic acid seqwrKT- However, said elements are not useful in the integrated 
provirus and may cause many problems. A retroviral vector is provided for 
eliminating most of the viral elements. Said vector uses, inter alia, the 
bacteriophage PI Cnvte recombination system. The 32-nucleotkle laxP site 
is inserted into 3*LTR scqpfiffft U3 with the gene to be inserted into the cell. 
After leap duplication using the LTR, the LTRs may be recombined by enzyme 
Cre. The structure of the resulting proviros in the host genome corresponds to a 
single LTR carrying a single copy of the gene to be inserted into the cell. If the 
Cre expression unit is inserted between the two LTRs, only single-LTR proviral 
structures are found following infection with the retroviral vector. 

(57) Abrege* 

Les vecteurs ietroviraux contiennent des elements viraux agissant en cis 
pour obtenir rexpression, rencapsidation, la transcription inverse et r integration 
de la sequence d'acide nucldique du genome retroviral. Ces elements ne sont 
toutef ois pas utiles dans le provirus integrc* et peuvent elre la cause de nombreux 
problemes. L' invention conceme un vecteur retroviral qui elimine la majorite* de 
ces elements viraux. Ce vecteur exploite enrre autres le systeme de recombinaison 
Cre-fox du bacteriophage PI. Le site hxP a 32 nucleotides est insert* a rinterieur 
de la sequence U3 de la 3'LTR avec le gene a introduire dans la cellule. Suite 
a la duplication de loxP par rmterme<uaire de la LTR, les LTR peuvent &re 
recombinees par l'enzyme Cre. La structure du provirus qui en resulte dans le 
genome hdte correspond a une seule LTR portant une copie unique du gene a 
introduire dans la cellule. Si 1 'unite* d'expression de Cre est inseree entre les 
deux LTR, on ne trouve que des structures provirales a LTR unique a la suite 
d'une infection avec le vecteur retroviral. 
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SEQUENCE DE RETROEUEMENTS NATURELS OU 
SYNTHETIQUES AYANT POUR FONCTION DE PERMETTRE 
INSERTION DE SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES DANS 
UNE CELLULE EUCARYOTE 

5 

La pr6sente invention conceme une sequence de retroelements 
naturels ou synthetiques, parttcuiierement une sequence de nucleotides 
retroviraie LTR, plus particulierement d'ADN retroviral ainsi qu'un vecteur 
retroviral contenant cette sequence et permettant, lors de rinfection d'une 

10 cellule a laquelle on souhaite integrer un gene d'interet contenu dans ce 
vecteur, Pelimination d'une grande partie des sequences provirales qui ne 
sont plus necessaires apres ('integration du provirus recombinant 

Les recents progres dans I'utilisation des retrovirus en tant que 
vecteurs de genes entrent dans trots categories : (i) amelioration des 

15 lignges cellulaires d'encapsidation, (ii) manipulation du tropisme des 
proteines de I'enveloppe, (iii) expression de genes multiples. La 
modification de la structure du provirus integre n'a pas encore ete tres 
exploitee parce que cette demrere contient certains elements essentieis 
agissant en cis. Ces elements sont la source de multiples problemes. 

20 Du point de vue de la structure, le systeme de vecteur retroviral est 

construrt sur deux elements : les genes transcomplementants (gag, pol et 
env), et les sequences agissant en cis (U3, R, U5, la piste polypurine 
(PPT), le site de liaison de {'amorce (PBS) et le signal d'encapsidation et de 
dimerisation). 

25 L^ genes transcomplementants sont incorpores dans des cellules 

transcomplementantes. lis ne sont pas transferes vers les cellules cibles. 

Les sequences agissant en cis sont incorporees dans des vecteurs 
retroviraux. La plupart d'entre elles sont transferees vers les cellules cibles 
infectees et sont integr&es dans le provirus recombinant L'eltmination de 

30 . n'importe laquelle de ces sequences agissant en cis aboutit a un systeme 
retroviral non-fonctionnel. Le signal d'encapsidation est necessaire pour 
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I'encapsidation du genome retroviral dans des particules virales. PBS, PPT 
et R sont requis pour la transcription inverse. Les sequences U3 et U5 sont 
indispensables pour la transcription inverse et pour ('integration du produit 
retroviral introduit dans la cellule. 

Une fois le provirus int6gre, ces sequences ne sont plus necessaires 
pour 1'expression du gene. Au corrtraire, ces sequences peuvent meme 
etre la cause de nombreux problemes. (i) Une interference 
transcriptionnelle peut resulter de ia presence du promoteur fort dans les 
sequences U3. (ii) Le PBS peut agir comme un element inhibiteur en cis 
pour les promoteurs internes. Par exemple, dans les cellules pluripotentes, 
le PBS est une sequence de reconnaissance pour un represseur fort et en 
plus il agit comme un element inhibiteur. (iii) La sequence U3 content au 
moins un des elements de regulation negative srtues dans les activateurs a 
distance repetes directs entre -345 et -306. (iv) La LTR3' (long terminal 
repeat) peut activer des g&nes flanquant des cellules avec parfois des 
consequences deleteres pour la cellule, (v) L'ARN exprime a partir du 
promoteur de la LTR5' contient le signal d'encapsidation, et peut par 
consequent etre recupere dans une particule retrovirale. Cet ARN peut se 
recombiner avec un ARN cellulaire ou TARN retroviral d'un phenotype, 
aboutissartt a la recuperation d'un retrovirus dote de nouvelles proprietes 
(creant un danger biologique potentiel). Ces problemes n'ont pas encore 
ete entierement surmontes puisque tous ces elements sont necessaires 
pour la replication et insertion du virus dans le genome. 

Dans le corrtexte de la presente invention, les inventeurs ont 
developpe une sequence de r6troelements naturels ou synthetiques, 
notamment une sequence de nucleotides retrovirale, et parb'culierement un 
vecteur retroviral comprenant cette sequence, congue de fagon a permettre 
i'elimination d'une grande partie des sequences provirales qui ne sont plus 
necessaires apres Tintegration d'un provirus dans une cellule bote. Plus 
particulierement cette sequence retrovirale est un ADN retroviral pouvant 
permettre integration d'une seule sequence LTR, d'un retrotransposon, ou 
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une sequence comprenant une region U3, R ou U5 dans le genome d'une 
cellule hote. 

L'invention concerne egalement les cellules h6tes, de preference 
des cellules eucaryotes, obtenues apres transfection par la sequence de 

5 retroelements de l'invention ou un vecteur la contenant. 

La presente invention concerne done une sequence de 
retroelements caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 
d'insertion incorpor6e dans une region pouvant etre transferee dans une 
cellule cible et integr^e dans un provirus recombinant lors de I'infection de 

10 cette cellule cible par un retrovirus comprenant cette sequence. 
Particulierement, cette sequence d'insertion est incorporee dans une 
region agissant en cis, plus particulierement, dans la region LTR3' ou 
LTR5* et de fapon preferee dans la region U3 du LTR3' ou U5 du LTR5' de 
cette sequence retrovirale. Cette sequence d'insertion comprend une 

is sequence de nucleotides d'interet pouvant etre integree dans le genome 
d'une cellule hote ainsi qu'une sequence de reconnaissance pour une 
recombinase. De fagon pr6feree, Pensemble de la sequence retrovirale ne 
contient qu'une seule sequence de reconnaissance situee avec la 
sequence d'interet, en amont ou en aval par exemple, bien que ce dernier 

20 parametre ne soit pas absolument necessaire. La sequence de nucleotides 
d'interet peut etre situee en aval de la sequence de reconnaissance dans 
la mesure ou cette derniere est comprise dans la region transferee dans 
une cellule able lors de TinfecBon de cette cellule cible par un retrovirus 
contenant la sequence r6trovirale. La longueur maximale de la sequence 

25 d'insertion que le vecteur retroviral de l'invention contient se situe 
normalement entre 0,5 et 10 kb. 

De fagon particuBere, la sequence de l'invention comprend 
egalement une sequence d'ADN codant pour une recombinase susceptible 
de reconnaitre la sequence de son site de reconnaissance, cette sequence 

30 d'ADN codant pour une recombinase etant avantageusement situee entre 
les regions LTR5 1 et LTR3' du vecteur. L'invention concerne egalement un 
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vecteur retroviral ou retrovirus recombinant comprenant la sequence 
decrite ckJessus. De fa9on pr6f6ree, le vecteur retroviral, qui peut se 
presenter sous forme de retrovirus recombinant, ne contient qu'une seule 
sequence de reconnaissance incorporee dans la region pouvant etre 
transferee a une celule cible. 

L'ADN de I'invention permet done rinsertion, par Tentremise d'un 
vecteur retroviral, de sequences de nucleotides d'interet dans des cellules 
hote, par exemple de type eucaryote, sans que soient inserees des 
sequences provirales qui ne sont plus n6cessaires apres ('integration des 
sequences d'int§r§t dans le provirus. 

Le terme « sequence de nucleotides d'interet » utilise ckJessus fait 
reference a des sequences a inserer dans le genome de cellules hotes 
pour ainsi permettre a celles-ci de produire des molecules d'interet plus 
particuiierement en therapie ou pour la vaccination. Ces sequences 
d'interet induent entre autres des genes, des sequences d'ADN ou d'ARN 
codant sort pour des proteines (hormones, immunoglobuiines enzymes ou 
autres) lorsque les vecteurs retroviraux de ('invention sont utilises en 
therapie g§nique, sort des proteines humaines ou non humaines (telles des 
proteines virales) lorsqu'il s'agit d'utiliser les vecteurs retroviraux de 
I'invention dans le cadre de protocoles de vaccination. Les sequences 
nucleotidiques d'interet peuvent aussi etre constitutes en partie d'6l6ments 
de regulation (i.e. promoteur, activateur) homologues ou hfeterologues d la 
cellule hote d'une part et d'autre part de sequences codant pour tout ou 
partie d'un ou plusieurs genes ou ADN complementaire. De plus, les 
sequences nucleotides d'interet peuvent aussi coder un ARN anttsens ou 
une sequence ribozyme. 

Les applications possibles de la sequence de retroelements de la 
presente invention sont multiples. La sequence de I'invention est utilisee 
sort simplement pour ('insertion de sequences de nucleotides dans des 
cellules hotes telles des cellules eucaryotes dans un environnement qui 
favortse une meilleure expression de ce gene, sort en therapie genique, 
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sort en vaccination. A titre d'exemple, la sequence d'interet decrite dans 
Nature Medicine, Volume No. 7, Juillet 1995 correspondent a I'ins6rat des 
plasmides pMEPVH/pMEPV L ou pMEPVh/pREPV k peut etre utilisee et le 
produit d'expression in vivo peut etre un element d'une composition 
therapeutique. 

Le vecteur retroviral de I'invention est obtenu par la transfection 
d'une lignee cellulaire virale transcomptementante avec une sequence de 
retro6lements de I'invention se pr6sentant de fapon preferee sous forme de 
plasmide et comprenant de fa$on prefer6e dans une de ses LTR et plus 
particulierement dans sa LTR de droite une sequence de nucleotides 
d'int6r§t ainsi qu'une sequence de reconnaissance. Le plasmide peut 
egalement contenir une sequence de nucleotides codant pour une 
recombinase susceptible de reconnartre le site de reconnaissance situee 
en amont ou en aval de la sequence d'interet, cette sequence de 
nucleotides etarrt avantageusement situee entre les regions LTR3' et 
LTR5\ Une fbis la transfection de la lignee cellulaire virale effectuee, on 
obtient un vecteur retroviral qui peut §tre utilise pour I'infection d'une cellule 
h6te dans laquelle on souhaite integrer la sequence de nucleotides 
d'interet 

Le plasmide defini ci-dessus, ainsi que la methode de transfection 
de la lignee cellulaire par ledrt plasmide, entrant egalement dans le cadre 
de la presente invention. 

L'invention conceme egalement une mfethode ou precede 
d'introduction de sequences de nucleotides d'interet dans une cellule hote 
telle une cellule eucaryote. La methode est caracterisee en ce qu'elle 
comprend rintroduction d'une sequence correspondant a des 
retroelements tels que les regions U3, U5 et/ou R dans une cellule 
eucaryote, ladite sequence etant liee a une sequence nucleotidique 
d'interet Cette methode est caracteris6e par une etape d'infection d'une 
cellule eucaryote par un vecteur retroviral contenant la sequence rfetrovirale 
de I'invention qui comprend la sequence de nucleotides a introduire dans la 
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cellule eucaryote, dans des conditions permettant integration dans le 
genome cellulaire de la cellule d'une seule LTR du vecteur retroviral 
contenant la sequence a introduire dans le genome de la cellule hote et 
une seconde etape d'expression de la sequence d'interet puis les elements 
5 du produit de celle-ci a partir de ia cellule recombinee. 

L'invention concerne egalement une methode de traitement medical 
comprenant Padministration d'une quantite efficace d'un vecteur retroviral 
de l'invention comprenant une sequence de nucleotides comportant un 
gene susceptible d'etre integre dans le genome de certaines cellules cibles 

10 du malade. Les vecteurs retroviraux de la presente invention peuvent done 
etre utilises en therapie genique. 

L'invention concerne egalement un hote cellulaire ayant integre dans 
son genome une structure provirale comprenant une seule region LTR d'un 
retrovirus. Cette sequence LTR comporte une copie unique d'une 

15 sequence de nucleotides d'interet Plus particulierement Fhote cellulaire de 
l'invention est une cellule eucaryote et ia structure provirale est 
caracterisee en ce qu'elle est essentiellement libre de sequence PBS, de 
signal d'encapsidation et de dimerisation et/ou de PPT. 

L'invention concerne aussi les hotes cellulaires recombinants 

20 contenant la sequence unique LTR ou une partie de celle-ci et la sequence 
d'interet 

L'invention concerne Egalement 1'utilisation de la sequence de 
retroelements ou du vecteur retroviral de l'invention dans la production 
dans des cellules botes de proteines codees par une sequence de 

25 nucleotides d'interet comprise dans cet ADN retroviral ou dans le 
traitement medical d'un patient visant a integrer une sequence de 
nucleotides d'interet dans le genome de cellules visees. 

Plus particulierement, la sequence de invention permet egalement 
le transfert de sequences de nucleotides codant pour des anticorps dans 

30 des cellules hotes. On parte alors d'immunisation extracellulaire puisque 
les anticorps generes a partir de ces sequences produisent ieur effet a 
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I'interieur des cellules les ayant integrees. Parmi les sequences de 
nucleotides codant pour des anticorps pouvant etre integrees dans des 
cellules hotes en utilisant la sequence rStrovirale et le vecteur retroviral de 
invention, on peut mentionner, d titre d'exemple non limitatif, les anticorps 

5 reconnaissant des proteines d'enveloppe de virus HIV, particulierement les 
proteines gp.120 du virus HIV-1 et du virus HIV-2 ainsi que des anticorps 
permettant de bloquer la transcriptase inverse. De tels anticorps sont 
decrits entre autres dans la publication de Maciejewski et al (Nature 
Medicine, Volume No 7, juillet 1995). Le vecteur retroviral de l'invention 

10 permettant une integration plus efficace de ces sequences de nucleotides 
d'interet, I'efficacite therapeutique de cette approche en est d'autant 
amelior6e. 

L'invention concerne done Tutilisation de vecteurs retroviraux 
comprenant une sequence de nucleotides d'interet codant pour un 

is anticorps reconnaissant une proteine ou un fragment d'une proteine de 
virus HIV, ainsi qu'une sequence de nucleotides de reconnaissance, ces 
deux sequences de nucleotides Stent srtu§es dans une region pouvant etre 
transferee dans des lymphocytes humains a la suite d'une infection. De 
fa$on prefer§e, ces deux sequences sont situees dans la region LTR3' du 

20 vecteur retroviral. 

L'invention concerne egalement une methode ou procede 
d'expression d'une molecule codee par une sequence de nucleotides 
d'interet dans une cellule hote. La methode comprend : 

- rinfecKon de la cellule hote par un vecteur retroviral de l'invention 
25 comprenant la sequence de nucleotides d'interet ; 

- la croissance de la cellule hote dans des conditions permettant 
I' expression de la sequence de nucleotides d'interet ; et 

- I'obtention de la molecule desiree. 

La sequence de nucleotides r6trovirale ainsi que les vecteurs 
30 retroviraux de l'invention peuverrt etre utilises de plusieurs fapons pour 
permettre I'integration de la sequence de nucleotides d'interet desiree. En 
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fait, les inventeurs ont demontre qu'il n'etait pas necessaire d'associer 
l'expression de la recombinase directement au vecteur retroviral, bien que 
les rendements d'integration soient superieurs lorsqu'une sequence 
nucleotidique codant pour la recombinase est partie integrante du vecteur. 

Dans une premiere realisation de i'invention, un vecteur retroviral 
comprenant dans ia region LTR3' ou LTR5' du vecteur retroviral une 
premiere sequence de nucleotides comprenant une sequence de 
nucleotides d'interet ainsi qu'une sequence de reconnaissance situee en 
aval ou en amont de la sequence d'interet, ainsi qu'une deuxieme 
sequence de nucleotides identique a la premiere sequence de nucleotides 
inseree dans la region LTR5' du vecteur, est introduit dans le genome 
d'une cellule hote par infection. Un plasmide comprenant une sequence de 
nucleotides codant pour une recombinase susceptible de reconnaitre la 
sequence de reconnaissance est egalement introduce dans la cellule par 
transfection. L'expression de la recombinase par transfection transforme la 
structure d'un provirus a deux LTR a un provirus a une seule LTR. Dans ce 
type de reaction, environ 50% des transformarrts stables contiennent le 
provirus modifie. Ce resultat partiel peut s'expliquer par l'expression 
ephemere du plasmide comprenant la sequence de nucleotides codant 
pour la recombinase apres la transfection, aboutissant a une 
recombinaison sans integration. 

Dans une seconde realisation de I'invention, on utilise une sequence 
retrovirale comprenant une sequence nucleotidique comprenant une 
sequence d'interet ainsi qu'une sequence de reconnaissance situee en 
aval ou en amont de cette sequence d'interet. La sequence complete est 
inseree dans la region LTR3' d'un retrovirus. Le vecteur retroviral ainsi 
obtenu est ensuite utilise pour infecter une lignee cellulaire qui exprime 
constitutivement ou par induction une recombinase susceptible de 
reconnartre ia sequence de reconnaissance. L'efficacite d'un tel systeme 
est eievee surtout lorsque le gene codant pour la recombinase est exprime 
des le debut de I'infection retrovirale. 
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Dans un troisieme mode de r6alisation de Tinvention, un vecteur 
retroviral comprend une sequence de nucleotides inseree dans sa region 
LTR3'. Cette sequence de nucleotides comprend une sequence d'interet 
ainsi qu'une sequence de reconnaissance pouvant etre reconnue par une 
recombinase. La sequence de reconnaissance est situee en aval ou en 
amont de la sequence d'interet. De plus, un gene codant pour une 
recombinase ainsi qu'un promoteur sont integres dans le vecteur retroviral 
entre les deux LTR de ce vecteur. Une lignee cellulaire est ensuite infectee 
par ce retrovirus. Un tel vecteur retroviral ne g6nere que des provirus a une 
seule LTR. L'efficacite de ce systeme est elevee puisque tous les 
evenements integres et analyses ont cette structure. Le principal avantage 
d'un tel vecteur retroviral est qu'il associe des 6venements de 
recombinaison reussis entre les deux LTR avec la deletion du gene codant 
pour la recombinase. Par consequent, les cellules infectees n'expriment la 
recombinase qu'ephem&rement 

Dans une des realisations preferentielles de invention , les 
inventeurs ont utilise le systeme de recombinase Crelox specifique du site 
du bacteriophage P1. Le site de reconnaissance LoxP a ete insere dans la 
LTR3' en amont de la sequence de nucleotides d'interet dans un vecteur 
de type AEnh, et le gene codant pour la recombinase ere entre les deux 
LTR. Dans la lignee cellulaire productrice, la proteine Cre est exprimee a 
partir de la construction plasmtdique provirale. Toutefois, puisque le 
plasmide ne contient qu'une seule cible toxP, il n'est pas recombine par la 
proteine Cre. Apres i'infection, le site toxP est duplique de la LTR3' dans la 
LTR5*. Ainsi, Cre recombine les deux sites loxP repetes directs, ce qui se 
tradurt par la deletion de toutes les sequences comprises entre les deux 
/oxP, y compris le PBS, le signal d'encapsidation et de dimerisation et la 
PPT. Ne reste alors integre dans le genome cellulaire qu'une seule LTR 
contenant le gene rapporteur. Le gfene cre est egalement perdu lors de la 
recombinaison. 
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Dans tous les modes de realisation preferentiels decrits ckiessus, la 
sequence de nucleotides d'interet, qui est gen§ralement une sequence 
etrangere au retrovirus, est introduce de fa$on avantageuse dans la region 
U3 de LTR3' de la sequence retrovirale. En effet. la possibilite d'introduire 

5 des sequences, voire des unites transcriptionnelles completes, dans la 
region U3 de LTR3' est tres bien documentee. On peut cependant 
envisager rintroduction de sequences d'interet ailleurs que dans la region 
U3 de LTR3' du vecteur retroviral. Des exemples incluent la region U5 du 
LTR5\ De plus, bien qu'il sort preferable que le site de reconnaissance sort 

10 situe immediatement en aval ou en amont de la sequence de nucleotides 
d'interet on peut egalement positionner cette sequence a une distance 
appreciable qui peut varier entre 32nt et 4.& Kb sans affecter Integration 
finale de la sequence d'interet a la cellule vis£e. 

La quantity de produits genetiques etrangers introduite dans la 

15 region U3 de I'ADN viral peut etre 6levee et dans certains cas superieure a 
4kpb. Ces sequences peuvent meme correspondre a une unite 
transcriptionnelle complete avec un promoteur independant, ce qui 
demontre la potyvalence de ces vecteurs. 

La possibilite d'introduire des quantity considerables de produits 

20 genetiques etrangers dans la 3' LTR du vecteur retroviral de Invention fait 
de ce vecteur retroviral un systeme de choix pour I'insertion de sequences 
de genes dans des cellules, plus particulierement dans des cellules 
eucaryotes. Piusieurs types de cellules eucaryotes peuvent ainsi etre 
transformees. Parmi les cellules eucaryotes pouvant etre utilisees dans le 

25 contexte de la presente invention, notons particulierement les types de 
cellules suivants : NIH 3T3, BRL, HM1, D3, PLL4, LT. 

Dans une des realisations particulieres de la presente invention, 
I'insertion d'une sequence de nucleotides codant pour un marqueur est 
ptevue dans la region LTR3' du vecteur retroviral. La presence de ce 

30 marqueur permet de prouver ('insertion du produit nouveau. 
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A titre d'exemples non Iimitatifs v les marqueurs suivants peuvent etre 
utilises : LacZ, GFP (green fluorescent protein), CD9, PAL (alkaline 
phosphatase) et HRP (Horse Radish Peroxydase). 

Bien que le systeme de recombinase Crelox constitue un systeme 

5 de choix pour le vecteur retroviral de I'invention, d'autres systemes de 
recombinase peuvent egalement etre utilises. A titre d'exemples non 
limitatifs, les systemes de recombinaison suivants sont utilisables : le 
systeme de levure FLP (dit « Flip ») et le systeme bactferien R. 

Les vecteurs retroviraux de ['invention foumissent done un moyen de 

10 transfert efficace d'ADN dans des cellules hdtes. ^integration provirale est 
precise et ne provoque pas de rearrangement chromosomique. La 
conception des vecteurs duplicateurs partait du principe que la 
transposition du gene dans la LTR5\ a I'exterieur de I'unite transcriptionelle 
retrovirale, ameliore son expression. 

is Bien que la presence du signal d'encapsidation rende possible la 

generation d'un virus competent pour la replication par recombinaison 
entre les sequences du retrovirus et du provirus endogenes, que la 
presence de PPT et d'autres 6l6ments en cis rendent ia transposition 
possible et que la presence des sequences PBS puisse avoir des effets 

20 negatifs sur I'expression du transgene, tous ces evenements sont tr§s 
improbabtes lorsqu'on utilise un vecteur retroviral selon invention puisque 
toutes ces sequences virales sont deletees. 

Le systeme des sLTR est un concept nouveau dans la construction 
des r6tro6lements en general. II existe de nombreux retrovirus dont le 

25 spectre d'hote de la particule pr6sente un interet rnais pour lesquels la 
conception de vecteurs n&cessrte la presence de certaines sequences cis 
ou trans actives drff&rentes de celles qui ont ete citees precedemment qui 
permettent un assemblage correct du virion et lui permettent d'etre 
infectieux, comme par exemple les virus humains VIH, HTLV ou le virus de 

30 chevre CAEV. Une fois integr^s, ies elements cis ou trans regulateurs 
deviennent inutiles pour le gene transduit mais ont des effets pathogenes 
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pour la cellule et augmentent significativement les probabilites de la 
resurgence d'un virus sauvage. La necessite de ce type de sequence pour 
ce type de retrovirus les rend pratiquement inutilisables pour un usage en 
tant que vecteurs. L'application du systeme sLTR de la presente invention 
pour ces retrovirus permet d'envisager avec plus de securite et plus de 
fiabilite transcriptionnelles un usage comme veteurs pour la transduction de 
genes. 

La presente invention sera nettement decrtte en reference aux 
exernples suivants non limitatifs et qui font reference aux figures 
suivantes : 

- la figure 1 A represente la structure du plasmide pMloxPL ; 

- la figure 1B represente la structure du provirus MioxPL resultant de 
('infection du retrovirus MioxPL ; 

- la figure 1C represente un provirus apres la recombinaison induite 
par ere uBIisant les deux sites loxP a I'interieur des LTR ; 

- la figure 1D represente une analyse par « Southern blot » de I'ADN 
cellulaire provenant de fibroblastes NIH3T3 infectees par MioxPL ; 

- la figure 1E presente une analyse par « Southern Blot » de I'ADN 
cellulaire provenant du clone NIH3T3 MioxPL 1 tranfecte par le plasmide 
pMC1-Cre ; 

- la figure 2A represente la structure et Fanalyse moleculaire du 
provirus MioxPL resultant de Pinfection du retrovirus MioxPL et de la 
recombinaison induite par Cre utilisant les deux sites loxP a I'interieur des 
LTR; 

- la figure 2B represente les resultats d'une analyse par « Southern 
blot » de I'ADN cellulaire provenant de fibroblastes NIH 3T3 Cre.1 infectes 
par MioxPL avec digestion par I'endonuclease de restriction Bell ; 

- la figure 2C represente les resultats d'une analyse par « Southern 
blot » de I'ADN cellulaire provenant de fibroblastes NIH 3T3 Cre.1 infectes 
par MioxPL avec digestion par les endonucleases ECORV ; 

- la figure 3A represente la structure du plasmide pMCreloxPL ; 
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- la figure 3B represente un diagramme du 3' sLTR de quelques 
realisations preferentielles du vecteur retroviral de Invention ; 

- la figure 3C represente les resultats d'une analyse par « Southern 
blot » de I'ADN cellulaire provenant de fibroblastes NIH 3T3 infectees par 

5 t MCreloxPL par digestion par Pendonuclease de restriction Bell ; 

- la figure 3D represente les resultats d'une analyse par « Southern 
blot » de I'ADN cellulaire provenant de fibroblastes NIH 3T3 infectees par 
MCreloxPL par digestion par I'endonuclease de restriction EcoRV ; 

- la figure 3E represente les resultats d'une analyse par « Southern 
10 blot » de I'ADN cellulaire provenant de fibroblastes NIH 3T3 infectees par 

MCreloxPL par digestion par I'endonuclease de restriction Kpnl ; 

- la figure 4 represente un schema du mecanisme de la generation 
de sTLR avec le vecteur retroviral McreloxPL 



15 EXEMPLES 
Nomenclature 

La nomenclature des differents vecteurs et des d'rfferentes cellules a 
ete etablie comme suit : le p designe le vecteur plasmidique (par exemple, 
pMloxPL) ; les noms avec un ¥2 (deposee le 10/3/1993 £ I'ECAC sous le 

20 numero 93031002) designent la lignee cellulaire du virus sauvage auxiliaire 
¥2 transfectee avec ce vecteur (par exemple, ¥2-MloxPL) ; les noms sans 
p designent les virus produits par les cellules du virus sauvage auxiliaire 
(par exemple, MIoxPL) ; le nom d'une lignee cellulaire suivi du nom du virus 
indique que la lignee cellulaire contient un provirus resultant d'une infection 

25 (par exemple, NIH3T3MloxPL). 

Culture et selection des cellules 

Les lignees cellulaires etablies NIH 3T3 (fibroblastes de souris) et 
2 (lignee cellulaire d'encapsidation du retrovirus ecotrope de la souris) sont 
30 referencees dans (7) et (13). Elles sont cultivees dans un DMEM (milieu de 
Eagle modifie par Dulbecco) a teneur elevee en glucose (4,5 g/l) complete 
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avec du serum de veau foetal a 5 %. Les cellules sont incubees a 37°C 
dans une atmosphere humidifiee, contenant 12% de C0 2 . Du G418 est 
ajoute dans le milieu approprie a une concentration de 600 mg/ml. Le 
clonage de colonies resistant au G418 a ete realise par pipettage de 
colonies individuelles et isolation dans une botte de culture distincte. Le 
clonage des cellules infectees est realise par dilution limitante 48 heures 
apres I'infection. 

Transfection. infection, coloration des cellules et analyse des acides 
nucleiaues oar "Southern blot" 

Des precipitations par phosphate de calcium ont ete effectuees 
comme decrit dans (12). Le surnageant contenant le virus a ete utilise pour 
infecter des cellules NIH 3T3 en presence de 5 ug/ml de polybrene, 
comme decrit precedemment dans (37). Des hybridations par "Southern 
blot" ont ete preparees par le precede en reference (6). L'activite 6- 
galactosidase a ete mise en evidence par coloration au X-gal, comme 
decrit precedemment dans (38). 

Detection de LacZ par PCR 
20 La PCR est effectuee sur 1 ug d'ADN cellulaire genomique dans une 

reaction de 40 pi (Tris-HCI 50 mM (pH9), 150 ug/ml d'albumine de serum 
bovin, (NH4) OS 16 mM, MgCI 7 mM, 250 uM pour chaque dNTP, 1,25 U 

2 4 2 

Taq DNApol (USB), 0,078 U Vent(exo+) DNApol (N.E. Biolabs)). Des 
amorces ont ete ajoutees a une concentration finale de 0,25 uM (pour 20 

25 meres). La reaction de la PCR a ete chauffee a 80 °C pendant 5 minutes 
avant le debut 35 cycles (94°C, 55 min.; 59°C, 30 s; 70°C, 3 min. 30 s) 
avec les amorces suivarttes 5- 

GCATCGAGCTGGGTAATAAGCGTTGGCAAT-3' et 5'- 
GACACCAGACCAATGGTAATGGTAGCGAC-3' pour la 

30 detection de LacZ et S'-GGACTGGGTGGCTTCCAACTCCCAGACAC-S' et 
S'-AGCTTCTCATTGCTGCGCGCCAGGTTCAGG-S' pour la d6tection du 
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RAP-SYN endogene de souris, comme temoin interne. Les produits de 
reaction de la PCR ont ete analyses par electrophorese sur gel. 

Exemole 1 - Construction du vecteur retroviral dMIoxPL et 



a) Construction du vecteur dMIoxPL 

pMloxPL resulte du plasmide pG-MPL (decrit dans Choulika et a/, 
10 1995), dans lequel le site de reconnaissance loxP est insere a I'interieur du 
site Nco I dans un adaptateur de liaison (5- 
CATGCATATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTrATC-S' et 5'- 
CATGGATAACTTCGTATAATGTATGCTTATCGAAGTTATATG-3 , ) I au lieu 
du site l-Sce I. La sequence du site loxP a 6t6 verifiee par sequengage de 
15 FADN. 

Le retrovirus utilise est illustre dans la Fig. 1a. pMloxPL est construit 
a partir d'un provirus de leucemie murine de Moloney defecBf (depourvu du 
gene gag, pol et env) en inserant la sequence codant pour PhleoLacZ dans 
la region U3 de la LTR de drorte a la place des sequences d'activation a 
20 distance. 5 1 issu du gene PhleoLacZ a ete positionne entre le site 
accepteur d'epissage du gene env de MoMuLV et un site loxP long de 32 
pb issu du bacteriophage P1. Dans les cellules infectees, ce type de virus a 
la LTR qui contient le gene acBvee par un promoteur cellulaire flanquant 
par piegeage du promoteur. 



b^ TransfecBon de fanees cellulaire avec le plasmide dMIoxPL 

Les Iign6es cellulaires produisant le virus ont ete generfees en 
transfectant le plasmide pMloxPL avec le plasmide de selection pUSVneo 
30 dans la lignee cellulaire du virus sauvage auxiliaire ^2 qui exprime le virus 
sauvage auxiliaire ecotrope defectif en encapsidation. Apres selection pour 
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transfection de lionees cellulaires 
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G418 (neomycine), des clones individuels selectionnes sur leur activite p- 
galactosidase ont ete testes pour titrer le virus. La titration a ete effectuee 
en clonant des cellules NIH 3T3 immediatement apres infection par dilution 
limitante, et en detectant la presence du provirus contenant LacZ par PCR. 
5 Les lignees cellulaires productrices ¥2-MloxPL1 et ¥2-MloxPL2 ont 

montre un titre sur la lignee cellulaire NIH3T3 de respectivement 2,5 x 10 4 

et 5 x 10 4 (Tableau 1). La titration des unites formant colonie bleue par 
millilitre (BCFU/ml) du sumageant viral de ¥2-MloxPL1 et 4^-MloxPL.2 est 
respectivement de 3 et 6, ce qui correspond a un rapport approximatif de 1 

io colonie bleue sur 10 4 integrations. Comme nous I'avons decrit 
precedemment, ces provirus fbnctionnent comme des pieges a promoteur, 

et seulement une integration sur 10 4 exprime le gene rapporteur dans la 
ligne cellulaire fibroblastique NIH3T3. 

Les structures de I'ADN des provirus MIoxPL integres sont 

15 schematisees a la figure 1 b. Dans les figures du present texte, les positions 
des LTR et des sites de restriction Bell et les tailles des fragments sont 
indiquees (x indique le fragment Bdl de taille aleatoire du bras gauche et y 
le fragment Bell de taille aleatoire du bras droit. P indique une sonde LacZ 
radiomarquee au 32p. Ces structures ont ensuite ete analysees par 

20 hybridation par "Southern blof dans 6 clones NIH 3T3 independants. Les 
resultats de cette analyse sont presentes a la figure 1d. Tous les clones 
contiennent un provirus dans lequel les sequences a I'interieur de la region 
U3 de la 3'LTR ont ete dupliquees dans la 5'LTR ; la digestion par 
I'endonudease Bel I genere le fragment attendu de la part des provirus 

25 avec deux LTR contenant PhleoLacZ (I'enzyme de restriction Be/ 1 a un site 
de reconnaissance dans chaque sequence LacZ dans les LTR). 
L'hybridation par "Southern blot", utilisant LacZ comme sonde, montre un 
fragment de clivage de 6 kpb demontrant une duplication fidele de la region 
U3. Les deux bandes supplementaires de tailles variables represented des 

30 fragments qui s'etendaient des sites Bel I dans le provirus jusqu'a I'ADN 
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cellulaire flanquant Les deux bandes supplementaires montrent qu'il y a 
une integration provirale par clone, et leurs failles variables confirment que 
chaque lignee cellulaire etait un clone independant. 

5 Exemple 2 : Cotransfection de liqnees cellulaires avec les plasmides 
pMIoxPL et pMCI-Cre 

Nous avons examine si la duplication loxP par Pintermediaire de la 
LTR peut etre recombinee par la recombinase Cre. Nous avons utilise la 
10 lignee cellulaire donate NIH3T3MloxPL1 pour cibler une recombinaison 
avec la protetne Cre. Nous avons cotransfecte dans cette lignee cellulaire 
le vecteur d'expression pMC1-Cre avec le vecteur de selection pUSVneo. 
La structure du provirus apres la recombinaison induite par Cre est illustree 
a la figure 1c. 

is L'ADN de 24 clones resistant a la neomycine a ete analyse par 

hybridation par "Southern blot". La detection des provirus recombines a et6 
r6alisee en analysant les digestions de Bel I L'ADN restreint des clones a 
ete sonde avec un LacZ radiomarque au 32p. Les resultats de cette 
analyse sont iliustres a la figure 1e. La structure parentale du provirus 

20 montre une bande de 6 kpb correspondant a la duplication fidele de la 
sequence U3 contenant LacZ et deux bandes supplementaires de 8 et 2 
kpb (decrites cklessus (Fig. 1b & d)). L'analyse de I'ADN des clones 
resistant a la neomycine montre 5 clones sur 24 dans iesquels la bande de 
6,0 kpb a ete eiiminee (Fig. 1e). Les bandes de 8 et 2 kpb correspondant a 

25 I'ADN cellulaire flanquant le provirus etaient toujours presentes, montrant 
ainsi que le site d'integration proviral n'a pas ete rearrange. Ce resultat 
suggere que Pexpression du gene cre dans une cellule contenant le 
provirus MIoxPL peut conduire a une recombinaison frequente des deux 
sites loxP inclus dans les LTR. 

30 Pour tester I'efficacite de la recombinaison par Pintermediaire de 

Cre/ox, nous avons egalement analyse I'ADN de 25 clones resistant au 
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G418 par hybridation par "Southern blot" afin de tester la presence de la 
sequence ere). L'ADN a ete digere avec I'endonuclease de restriction Xho I 
et sonde avec un ADN cre pleine longueur radiomarque au 32p. Les 
r§sultats de cette analyse sont illustres a la figure 1e. Trois des cinq clones 

5 recombines en loxP montrent une bande s'hybridant avec la sonde cre de 
1,9 kpb suggerant que Punite d'expression ere pleine longueur de pMC1- 
Cre est presente. Un des cinq clones recombines en loxP ne montrait pas 
de bande s'hybridant avec la sonde ere. Un clone recombine en loxP 
montre une bande de 5 kpb resultant d'un rearrangement du plasmide 

10 pMC1-Cre. Quatre autres clones montrant une bande de 1,9 kpb 
s'hybridant avec ere ne presentent pas de recombinaison dans le provirus 
integr6 MIoxPL. Nous n'avons pas d6tecte ia presence d'ADN ere dans les 
16 clones restarts. Ce resultat montre que Pefficacite de la recombinaison 
induite par la presence du plasmide pMC1-Cre n'est pas absolue dans les 

is lignees cellulaires transfectees stables, ou seulement 50% des sites loxP 
sont recombines. Ce r€sultat suggere egalement que la recombinaison 
entre les deux sites loxP peut etre obtenue par Pexpression ephemere de 
pMCl-Cre (Tableau 2). 

20 Exemple 3 - Infection des cellules exprimant 1'enzvme Cre avec 
MIoxPL 

Nous avons produit une lign^e celluiaire NIH3T3 contenant le 
plasmide pMC1-Cre, par cotransfection des plasmides pMC1-Cre et 
pUSVnea Des clones ont ete seiectionnes dans un milieu contenant du 

25 G41 8 et leur ADN a ete analyse apres digestion avec une endonuclease de 
restriction Xho I par hybridation par "Southern blot". La presence du g&ne 
Cre a ete detectee par hybridation avec une sonde d'ADN cre pleine 
longueur radiomarqu6e au 32p. Dix des 12 clones resistant au 6418 
analyses ont r§v§Ie la presence de la sequence Cre sous un nombre 

30 variable de copies (allant approximativement de 1 a 10 copie(s))(donnees 
non illustr&es). 
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Nous avons choisi le clone NIH3T3Cre.1 contenant 
approximativement 10 copies du plasmide pMC1-Cre a des fins d'analyse 
complementaire. Nous avons infecte le clone NIH3T3Cre.1 avec le virus 
MIoxPL Les clones ont ete isoles par dilution limitante. 

La structure du provirus resultant de Finfection du retrovirus MIoxPL 
et de la recombinaison induite par Cre est illustree a la figure 2a. La 
structure du vecteur integre est une LTR solitaire (sLTR). II manque une 
LTR et toutes les sequences situees entre les deux LTR dans les provirus 
integres (Fig. 2a & c). 

La structure de I'ADN des provirus MIoxPL a 6t6 analys6e par 
hybridation par "Southern blot" apres digestion par I'endonuclease de 
restriction Bel I de leur ADN cellulaire afin de detecter la presence, ou 
I'absence, de LTR dupliqu6es dans la structure provirale. Tel que demontre 
a la figure 2b, I'analyse des 12 clones resultant de Pinfection de 
NIH3T3Cre.1 par MIoxPL a montre ('absence dans tous les clones de la 
bande de 6 kpb indicatrice de la duplication. 

Pour demontrer I'absence de la 5'LTR dans le provirus, une 
restriction de I'ADN par EcoR V a ete realisee. L'hybridation par "Southern 
blot" de FADN de NIH3T3Cre.1. MIoxPL, restreint par I'endonuclease EcoR 
V en utilisant une sonde LacZ radiomarquee (Fig. 2a & c), montre la 
presence d'une bande de 2,1 kpb et d'une bande de tailie aleatoire. 
L'absence d'une bande de 3,9 kpb demontre I'absence d'une 5'LTR. 
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Exemple 4 - Construction du vecteur retroviral pMcreloxPL et transfection 
de lionees cellulaires 

a) Construction du plasmide pMcreloxPL 

La structure de retrovirus utilise dans le present exemple est illustree a la 
Fig. 3a. pMCreloxPL resulte de I'insertion du gene ere de 1.3 kpb fusionne 
avec une localisation nucleaire du gros antigene T du virus simien 40, entre 
les deux LTR du plasmide pMloxPL. Le gene ere est sous le controle 
transcriptionnel du promoteur du gene de la thymidine kinase (0c) du virus 
herpes simplex flanque par une duplication de I'activateur a distance du 
virus du polyome mutant PYF441 avec des adaptateurs de liaison au 
niveau du site Pstl de pMloxPL. La sequence Cre est dans la meme 
orientation que le genome viral. Le plasmide pMcreloxPL a ete depose a la 
CNCM le 13 juin 1995 no H599. 

b) Transfection de lionees cellulaires avec le plasmide pMcreloxPL 

Des lign&es cellulaires produisant le virus ont ete generees en 
cotransfectant le plasmide pMCreloxPL avec le plasmide de selection 
pUSVneo dans la lrgn§e cellulaire d'encapsidation ¥2. Apres selection des 
cellules *¥2 transferees dans un milieu contenant du G418, des clones 
indrviduels ont ete selectionnes pour la production d'un retrovirus exprimant 
LacZ Un done a produit un virus infectieux ; ce clone a 6t§ appel§ *F2- 
MCreloxPLI. Dans Y2-MCretoxPL1, le plasmide pMCreloxPL a 6t§ 
irrtegre en une seule copie dans le genome cellulaire hote (donnees non 
iilustrees). Les lignees cellulaires productrices de T2-MCreloxPL1 

produisent 1x10 virus infectieux par millilitre ; la presence du gene LacZ 
est detectee par PCR (Tableau 1). La titration des unites formant colonie 
bleue par millilitre (BCFU/ml) du sumageant viral de ^-MCreloxPLI est 
de 3 BCFU/ml, ce qui correspond comme pr6vu a une diminution 
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approximative de 10 4 par rapport a la titration par PGR. La production de ¥ 
2-MCreloxPL etart d'une efficacite basse comparee a la production de ¥2- 
MIoxPL, un seul clone producteur ayant 6t§ recupere apres plusieurs 
experiences de cotransfection. Ce clone avait integre une seule copie de la 
5 construction plasmidique virale. Nous en avons deduit que les cellules qui 
integrant plus d'une copie du plasmide ne peuvent pas etre recuperees en 
raison de la presence de I'activrte recombinase qui modifie les transgenes 
integres. 

10 c) Structure provirale de MCreloxPL 

L'isolation de cellules NIH 3T3 infectees avec MCreloxPL a ete 
realisee par dilution limrtante, apr&s infection a une muttiplicite de 0,5 
particule virale par cellule. La structure du provirus resultant de rinfection 

is du retrovirus pMCreloxPL est illustree a la figure 3b. Dans cette figure, a 
indique le fragment de taitie aleatoire du bras gauche. 

La structure de I'ADN des provirus integres a ete analysee par 
hybridation par "Southern blot 1 dans 6 clones NIH3T3MCreloxPL 
tndependants. L'analyse par "Southern blot" de I'ADN proviral restreint par 

20 les endonucleases Bel I et detecte avec une sonde LacZ radiomarquee a 
g§n&r£ deux fragments de tallies variables, et ces clones n'ont pas genere 
de bande de 7,5 kpb supplementaire (Figure 3c). L'absence de ce fragment 
supplementaire de 7,5 kpb d§montre la presence d'une seule LTR 
contenant PhleoLacZ. Pour etablir en plus que la structure provirale 

25 correspond a une seule LTR, une analyse supplementaire a ete entreprise. 
Pour demontrer definttrvement ('absence d'une 5'LTR dans le provirus, une 
restriction par EcoR V de I'ADN cellulaire a ete realisee. L'hybridation par 
"Southern blof de I'ADN de NIH3T3MCreloxPL, restreint par 
i'endonuciease EcoR V en utilisant une sonde LacZ radiomarquee (Fig. 

30 3d), montre la presence d'une bande de 2,1 kpb et d'une bande de taille 
aleatoire. L'absence d'une bande de 6 kpb demontre ('absence d'une 
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5'LTR. Ce "blot" a alors ete hybrids avec une sonde ere radiomarquee. 
L'absence d'une bande dans PADN de NIH3T3MCreloxPL montre que 
I'ADN provirai est depourvu du gene ere (Fig. 3d). Finalement, pour etablir 
que la structure de la LTR restante n'etait pas rearranges I'ADN de 
5 NIH3T3MCreloxPL a ete restreint par I'endonuclease Kpn I et sonde avec 
un ADN de LacZ radiomarque. Un fragment de 4,3 kpb a ete observe dans 
tous les cas t montrant que la LTR PhleoLacZ etart de la taille attendue (Fig. 
3e). En consequence, tous les clones isoles contenatent un provirus 
integre avec une seule LTR non-rearrangee. 

10 

TABLEAU 1 . Titres des lianees cellulaires ¥2 MIoxPL et MCreloxPL 3 . 



Clone 


\PtmP 


BCF/m|C 


Rapportd 




(10 4 ) 






T2-MloxPL.1 


2,5 


3 


1^ 


T2-MloxPL2 


5 


6 


1,2 


T2-MCreloxPL.1 


1 


3 


3 



a Clones resistant au 6418 provenant du clone NIH3T3MloxPL1 
cotransfecte avec pMC1-Cre et pUSVneo. 



is Indique la presence de la sequence pMC1-Cre. 

(+)lndique la presence d'un fragment Xho I de 1,9 kpb correct issu de 

pMC1-Cre detecte avec une sonde ere radiomarquee au P. 

Oindique la presence d'un fragment Xho I s'hybridant avec la sonde ere 

radiomarquee au P, mais d*une taille inconrecte. 
20 (-)lndique l'absence du plasmtde pMC1-Cre. 

°Resultats de la recomblnaison loxP par rintermediaire de Cre detectee 
par analyse par "Southern blof. 
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TABLEAU 2. Recombinaison loxP par 1'tntermediaire d'une transfection 
DMC1-Cre. 



Nombre de clones 


Presence de 


Recombinaison loxP° 


resistant au G418 a 


pMC1-Cre b 




3 


+ 


+ 


1 




+ 


1 


* 


+ 


4 


+ 




16 







a Des cellules W2 ont ete transferees respectivement avec soit 
pMloxPL+pUSVneo, sort pMCreloxPL+pUSVneo, des clones resistants au 
G418 ont ete selectionn^s dans un milieu contenant du G418. Des stocks 

de virus ont ete prepares en incubant 8 ml de milieu avec 5x10 cellules 

de chaque clone resistant au G418, 5 x 10 4 cellules NIH 3T3 ont ete 
soumises a diverses dilutions de virus pendant 8 heures et ensu'rte donees 
par dilution limitante ou testees pour leur activite B-galactosidase par 
coloration par X-gal. 

b |_es titres ont ete calcules par le rapport entre les clones infectes isoles 
apres clonage et detectes par PCR (IP : particule infectieuse) et les clones 

non-infectes (PCR+/PCR-)/1 x 10 5 ). 

°BCFU est Facronyme de "blue colony forming unit" (unite formant colonie 
bleue). Les BCFU sont des infections abbutissant a un piege du gene qui 
active le gene PhleoLacZ detecte par coloration par X-gal. 

d Le rapport est le nombre de BCFU par clone intecte. 
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REVEND1CAT1QNS 

1. Sequence de retroelements naturels ou synthetiques, 
particulierement d'ADN retroviral, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
sequence d'insertion incorporee dans une region pouvant etre transferee 
dans une cellule cible et integree dans un provirus recombinant lors d'une 
infection de ladite cellule cible par un retrovirus comprenant ladite 
sequence de retroelements, ladite sequence d'insertion comprenant une 
sequence de nucleotides d'interet pouvant etre integree dans le genome 
d'une cellule cible ainsi qu'une sequence de reconnaissance, de 
preference une seule sequence de reconnaissance pouvant etre feconnue 
par une recombinase. 

2. Sequence de retroelements selon la revendication 1 
caracterisee en ce que ladite sequence d'insertion est incorporee dans une 
region agissant en cis de ladite sequence de retroelements. 

3. Sequence de retroelements selon la revendication 1 
caracterisee en ce que ladite sequence d'insertion est incorporee dans la 
region LTR3' ou LTR5" de ladite sequence de retroelements. 

4. Sequence de retroelements selon la revendication 1 
caracterisee en ce que ladite sequence d'insertion est incorporee dans la 
region U3 du LTR3\ U5 du LTR5\ ou R de ladite sequence retrovirale. 

5. Sequence de retroelements selon I'une quelconque des 
revendications precederrtes caracterisee en ce que ladite sequence de 
reconnaissance pouvant etre reconnue par une recombinase est situee en 
amont de ladite sequence de nucleotides d'interet 

6. Sequence de retroelements selon I'une quelconque des 
revendications precedences caracterisee en ce . qu'elle comprend une 
sequence de nucleotides codant pour une recombinase susceptible de 
reconnaftre lesdits sites de reconnaissance. 

7. Sequence de retroelements selon la revendication 6 
caracterisee en ce que la sequence de nucleotides codant pour une 
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recombinase est situ6e entre les regions LTR5' et LTR3' de ladite 
sequence de retroelements. 

8. Sequence de retroelements selon la revendication 6 ou 7 
caracterisee en ce que la sequence de nucleotides codant pour une 
recombinase rode pour la proteine Cre. 

9. Sequence de retroelements selon Tune quelconque des 
revendications precedentes caracterisee en ce que la sequence de 
reconnaissance comprend le site de reconnaissance LoxP. 

10. Sequence de retroelements selon Tune quelconque des 
revendications pr§cedentes caracterisee en ce que la sequence de 
nucleotides d'interet comprend une sequence codant pour une proteine ou 
un ARN d'interet, particulierement un ARN antisens ou une sequence 
ribozyme. 

11. Sequence de retroelements contenue dans le plasmide 
depose le 13 juin 1995 a la CNCM n° 1-1599. 

12. Vecteur retroviral caracterise en ce qu'tl comprend une 
sequence de r§tro6l6ments selon I'une quelconque des revendications 
precedentes. 

13. Vecteur retroviral selon la revendication 12 caracterise en 
ce que ledrt vecteur est un provirus de leucemie murine de Moloney 
d§fectif comprenant ledrt site de reconnaissance dans sa region U3 du 
LTR3\ U5 du LTR5' ou R. 

14. Hote celluiaire ayant integre dans son genome une 
structure provirale comprenant une seule sequence LTR d'un vecteur 
retroviral selon ia revendication 12 ou 13, ladite sequence LTR comportant 
une copie unique d'une sequence de nucleotides d'interet 

15. Hole celluiaire selon la revendication 14 caracterise en ce 
qu'il s'agit d'une cellule eucaryote dont la structure provirale est 
essentiellement libre de sequences PBS, de signal decapsulation et de 
dimerisation et de PPT. 
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16. Methode d'introduction d'un gene dans une cellule hote, 
ladite methode etant caracterisee en ce qu'elle comprend rinfection de 
ladite cellule hote par le vecteur retroviral selon la revendication 12 ou 13. 

17. Methode d'expression d'une molecule aidee par une 
sequence d'interet dans une cellule hote, ladite methode etant caracterisee 
en ce qu'elle comprend : 

- infection de ladite cellule hote par un vecteur retroviral 
selon la revendication 12 ou 13 comprenant ladite sequence 
de nucleotides d'interet ; 

- la croissance de ladite cellule hote dans des conditions 
permettant Pexpression de ladite sequence de nucleotides 
d'interet; et 

- I'obtention de la molecule desiree. 

18. Utilisation d'une sequence r€trovirale selon Tune 
queiconque des revendications 1 a 11 dans la production par des cellules 
hotes de proteines ou d'ARNs cod6s par une sequence de nucleotides 
d'interet 

19. Utilisation d'un vecteur retroviral selon la revendication 12 
ou 13 en la production par des cellules hotes de proteines codees par une 
sequence de nucleotides d'interet 

20. Utilisation d'une sequence retrovirale selon Tune 
queiconque des revendications 1 a 11 dans le traitement medical d'un 
patient visant a integrer une sequence de nucleotides d'interet dans le 
genome de cellules vts£es. 

21. Utilisation d'un vecteur retroviral selon la revendication 12 
a 13 dans le traitement medical d'un patient visant a integrer une sequence 
de nucleotides d'interet dans le genome de cellules cibles. 

22. Composition pharmaceutique comprenant un vecteur 
retroviral selon la revendication 12 ou 13 en combinaison avec un excipient 
pharmaceutique acceptable. 
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23. Utilisation de la composition selon la revendication 22 en 
vue d'integrer une sequence de nucleotides d'interet comprenant une 
sequence de nucleotides susceptibles d'etre exprimes dans le genome de 
cellules cibles, ladite composition etant constitute par une quantite efficace 

5 d'un vecteur retroviral selon la revendication 12 ou 13. 

24. Composition pharmaceutique constitute de cellules hotes 
selon la revendication 14. 
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